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Equilibre d’interaction
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Pour n sites identiques et indépendants
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Méthodes de détermination de K

Comment suivre la disparition de ligand libre [L] ou I'apparition de complexe [PL] ?
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Spectroscopie de fluorescence

Diagramme de Jablonski:
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La perte d’énergie dle au phénomene de
relaxation se traduit par :

Eexc> Eem 9 A(-’.!XC< Aem

C’est ce qu’on appelle le déplacement de Stokes



Fixation de ligand et fluorescence
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Quand la fixation d’un ligand augmente De plus, la fluorescence des Trp est
la polarité de I'environnement d’un diminuée (phénoméne de quenching) par la
Trp, le spectre d’émission est déplacé proximité de groupements acides.

vers les grandes longueurs d’onde.

Lorsque la fluorescence intrinseque de la protéine ne peut étre utilisée pour la
mesure d’interaction, on peut utiliser une sonde fluorescente greffée soit sur la
protéine, soit sur le ligand.




Microcalorimeétrie de Titration Isotherme

La plupart des interactions intra-moléculaires s'Taccompagnent d’un dégagement (réaction
exothermique) ou d’une absorption de chaleur (réaction endothermique).

Une mesure précise de cette énergie permet une détermination de différents parametres
thermodynamiques de la réaction.
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On réalise dans la cellule contenant la protéine des injections successives du ligand contenu
dans la seringue et on mesure pour chaque injection I'énergie nécessaire au maintien d’'un AT
constant entre la cellule de mesure et la cellule de référence.



Fluorescence Resonance Energy Transfert (FRET)

On peut fusionner une protéine X avec un fluorochrome donneur dont le spectre d’émission
recouvre le spectre d’excitation d’un fluorochrome accepteur fusionné a une protéine Y.

Si en excitant le donneur on observe la fluorescence de I'accepteur, c’est que les protéines X et

Y interagissent
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Cette technique fonctionne aussi bien in
vivo que in vitro



Principe de la SPR
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Relation de Snell-Descartes:

n, sin 0, =n,sin 0,

Quand l'angle 0, du faisceau incident est supérieur a I'angle critique Oc, on
observe le phénomene de réflexion totale interne

L'onde évanescente entre en résonance avec les e

libres d’une fine couche d’or déposée a la surface,

ce qui entraine une chute d’intensité du faisceau
réfléchi a un angle défini appelé angle de

En condition de réflexion totale interne, une onde
évanescente se propage a la surface et ses
propriétés sont affectées par les variations de
masse lors de I'association / dissociation du

complexe entre la protéine et son ligand. résonance.
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On suit les variations de I'angle de résonance en fonction de I'interaction



Résonance plasmonique de Surface

(SPR)
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Analyse cinéetique d’interaction par SPR

B immobilisé A+ B i AB
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La courbe dR/dt = f (R) est donc une droite de pente kg = -(k,C+ky)



Analyse graphique

On enregistre plusieurs sensorgrammes a des
concentration de ligand [A], = C variables
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Cinétique de dissociation
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En séparant les variables et en intégrant on obtient:
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Microcalorimeétrie de Titration Isotherme

La plupart des interactions intra-moléculaires s'accompagnent d’'un dégagement
(exothermique) ou d’'une absorption de chaleur (endothermique).
Une mesure précise de cette énergie permet une détermination de différents parametres

thermodynamique de la réaction.
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La courbe de saturation obtenue par injections successives du ligand dans la cellule contenant Ia
protéine. On mesure I'énergie nécessaire au maintien d’'un AT constant entre la cellule de

mesure et la cellule de référence pour chaque injection.



Calcul des constantes thermodynamiques

Ka
P+L <«<— PL
Sur la courbe de saturation on obtient: bl
- La stoechiométrie de l'interaction Stoichiometry
- La constante d’association a I'équilibre Ka 7 AH —3

- Uenthalpie AH qui reflete la force de l'interaction

I

:
Apres détermination de Ka et AH, on peut calculer: ;f '
- Uénergie libre AG = -RT In Ka = AH —TAS E : !
Avec AG <0 = réaction spontanée g i
- Uentropie AS = (AH —AG) / T qui refléte les e sl i , o i
changement de solvatation et de conformation . A .

AS>0 - interactions hydrophobes, desolvatation
AS<0 - liaisons H



Rappels de thermodynamique

P+L +— PL

La formation d’un complexe PL
est associée a une variation de I'énergie libre du systeme:

AG = AG° + RT x1n [PL] R : constante des gaz parfaits (8.31 J. mol-L. K1)
[P]x|L] T : température absolue (en Kelvin)

AG®: variation d’énergie libre standard

A I'équilibre, AG = 0 donc:

PL
AG’ =—RT xInK,, = —RTxln(gj =—RT xInK , = RT xInK

[P]x|L]

AG =AH’ —T xAS°

AG° exprimé en kJ.mol?! ou kcal.mol? (1 kcal = 4.184 kJ)
Energie libre de Gibbs d’un systéme dans son état standard le plus stable (a | ’équilibre)



Mesures d’interaction protéine / ADN



Mise en évidence d’une interaction protéine-ADN

Analyse par retard sur gel
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Marquage de 'ADN et séparation du complexe protéine-ADN de 'ADN seul
sur gel de polyacrylamide en conditions non-dénaturantes

Concentrations croissantes

en protéine l

D1234 267 8 101112
:}* ' w » ww | €—ADN complexé a deux protéines
15 , A ’-
:}t' - <— ADN complexé a une protéine
Wi
>§'=d‘ (LI L LA <— ADN nu marqué en 5 "3u*P
7

Gel natif de polyacrylamide

Le marquage le plus utilisé est la radioactivité du 3?P inséré en 5’ des sondes nucléotidiques
mais d’autres techniques de marquage comme la fluorescence peuvent €tre utilisées.



Identification de complexes spécifiques

Le gel retard peut €tre réalisé€ a partir d’un extrait protéique, sur des sondes nucléotidiques de s€quences variées.
Dans ce cas, la présence d’une protéine particulicre dans le complexe retardé peut €tre mise en €vidence par I'ajout
d'anticorps spécifiques qui induisent un "supershift ».

—> On identifie ainsi la séquence ADN spécifiquement reconnue par la protéine d’intérét.

oA,
22— -

.1111111111'_ .1111111111’_

Cette technique fonctionne uniquement

(1) si’interaction de la protéine avec 1’ADN ne masque pas son épitope,

(i1) si le complexe antigene-anticorps ne se dissocie pas au cours de I’éléctrophorese et
(i11) si la fixation de I’anticorps ne dissocie pas le complexe prot€ine-ADN.



Identification de la séquence ADN cible (1)

Séquencage par la méthode
de Maxam-Gilbert

AL Sample DNA
NS
AR

Preparation of homogeneous
single-strand DNA

| e Addition of ““P as 5’ phosphate
ATTGACITTAGCC

Dégradation e Cleavage at specific nucleotides
chimique @~

On ne voit que les fragments 5’

é reaction -‘A reaction, .T reaction, ;C reaction Cette méthode nécessite des
'with some |with some |

G cleavage | C cleavage réactifs chimiques toxiques
'(underlined) (underlined) ,

' . et ne permet d’analyser des
fragments d'ADN > 250
nucléotides.
Difficile a robotiser, elle est
aujourd'hui peu utilisée.

ATTGACTTAGCC

ATT

o Eleéirophoresis
Fragment
length e Radioautography

Whole (bases)

13
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memwnasssy

6 Read

sequence



Identification de la séquence ADN cible (2)

Single-stranded DMNA
to be sequenced

, . 5 J
Synthése enzymatique T 1T 1 11T T T T 101717 1
CTGACTTCGACAA
o - T
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dATP ——
dGTP TLLL. 5
Séquencage bar la Blocage de la STCTTIE c L1 1 5
9“ cage p synthése par Fluslimiﬁn amounts of L 6:
méthode de Sanger didesoxy- uorescently labeled A L L L1 1 1.5
nucléotides ddATP A LL 11111 5
ddNTP ddCTP e ESrEErmrem
( ) ddTTP S Y I I
c LL 1 11 1 1111 5
Les ddNTPs sont marqués ‘I‘ Il : : Il ll : ll : ll : : :
H H 32
radioactivement aL;I P ou Ll 11l 11111111 &
avec une sonde
fluorescente f,a?ng:r:ts ,
3 5'
CTAG I l G C
S c A T
- 1 Electophoresis C ses?,g:%e G
T—— § using laser o T of the &
= i activate the G templat C
—_— c fluorescent dideoxy i standis T
—~_ ! gutgggdteos and a 4 1
— etector
- M distinguish the g > C
colors 1 E
Si marquage G C
radioactif Y T A
Smaller T A
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Identification du site de fixation de la protéine (1)

Empreinte a I’exonucléase (Exolll)

5' 32p 3"
3' <}
Exo IIl
5'32P W mARy - 3'
3' - ) S
Exo Il

5' 32p Fragment récupére

5!

Ce fragment-ci n'est pas
marqué, alors on ne le voit pas.

La méme expérience sera ensuite réalisée avec
le fragment d’ADN marqué sur 1’autre brin.

'exonucléase dégrade 'ADN double brin de 3’ en 5.
En marquant alternativement chacun des brins en 5/,
on pourra comparer par électrophorese la taille des
fragments récupérés et en déduire la position du site
d’interaction protégé par la fixation de la protéine
d’intérét.



Identification du site de fixation de la protéine (2)

sites
sensibles
ala
DNAse |
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ADN ADN
nu +

protéine

Empreinte a la DNAse |

Hragments Autaradisgram

La DNAse | est une endonucléase qui coupe un des
brin de ’ADN.

La digestion est réalisée en conditions controlées
pour obtenir une seule coupure/molécule et éviter
la dégradation totale.

édisidind La comparaison sur gel ADN nu / ADN protégé,

akor révele une empreinte correspondant aux sites
masqués a la DNAse | par la présence de la protéine
fixée.
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Tests d’interactions protéine-protéine



Double-hybri

Gal4 = activateur transcriptionnel
formé d’une domaine de fixation a
I’ADN (DBD) et d’'un domaine
activateur (AD)

JA\D)
]:1D)

GAL UAS

Haploid a-type, no reporter gene activity

(selection marker

Tests en levure

de

Interaction entre protéines appat et proie

- "
Bait vectors were separately Prey vectors were separately

transformed into Y187 yeast strain transformed into AH109 yeast
strain

Bait

BD fusion protein
- i AD fusion protein o Prey
i
Bait / %
DED, k

No Expression No Expression

Reporter gene RIS Reporter gene

P Haploid -type, no reporter gene activity

: Trp) l {selection marker : Leu)
8 Bait
i s OF

-
bait prey «
x
= S Palyrierasg

Reporter gene

Expression

Diploid, reporter gene activity detected {selection marker : Leu/Trp)

Two hybrid selection system (selection marker : Leu/Trp/His/Ade/X-alpha-gal)



Complémentation fonctionnelle

* Le gene codant une protéine rapportrice (p- G &
galactosidase, DHFR, Luciférase, GFP...) est ‘;f }
séparé en 2 fragments. Transfection/ )

* Les 2 fragments sont fusionnés avec les genes  transformation

codant les protéines X et Y dont on veut tester

I"interaction. ~
* Lorsque X et Y interagissent, la protéine

‘ )]
rapportrice est reconstituée et son activité est ?yl
détectée. - /f
SUBSTRATE PRODUCT

Exemple: La DHFR, Dihydrofolate ASSAY
essentielle a la survie reductase COLOROMETRIC

- U TR FLUOROMETRIC
cellulaire, est impliquée SURVIVAL

dans la biosynthese des
purines.

On teste donc la survie
cellulaire en milieu
minimum dépourvu de
nucléotides.

* Expériences réalisables dans tous les types
cellulaires

* La localisation cellulaire peut étre choisie
(méme dans les membranes)






